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РОЛЬ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ, РАЗРУШАЮЩИХ ПЕПТИДОГЛИКАН, 
В ДИАГНОСТИКЕ ГНОЙНО-ВОСПАЛИТЕЛЬНОЙ ПАТОЛОГИИ
Окулич В.К., Земко В.Ю., Кирилюк О.Д. 
УО «Витебский государственный медицинский университет»
Актуальность. Эндогенные антимикробные 
пептиды (АМП) и белки играют очень важную роль 
в защитной системе организма. Дефензины чело-
века принадлежат семейству катионных  трисуль-
фидсодержащих микробоцидных пептидов. Кро-
ме прямых антимикробных функций, дефензины 
играют множественную роль как медиаторы вос-
паления, влияют на хемотаксис, обладают имму-
номодулирующей, цитотоксической и другими ак-
тивностями. [1]. На основе способа дисульфидного 
связывания дефензины разделяют на три семей-
ства - α-, β- и реже встречающиеся θ-дефензины. 
В организме человека присутствуют два вида 
- α- и β-дефензины. У человека идентифицирова-
но шесть a-дефензинов. Основным депо четырех 
α-дефензинов в организме являются нейтрофилы. 
Нейтрофильные α-дефензины участвуют в кисло-
роднезависимом уничтожении фагоцитированных 
микробов. β-дефензины производятся в эпителии 
слизистых во всех отделах ЖКТ, поджелудочной и 
слюнных железах, коже и в некоторых лейкоцитах. 
Также, возможно, что некоторые пробиотические 
бактерии продуцируют β-дефензины. (например, 
E. coli). Некоторые дефензины синтезируются кон-
ститутивно, синтез других индуцируется в ответ 
на инфекцию или воспаление, поэтому их опре-
деление имеет существенное клиническое значе-
ние. Образование сквозных дыр в клетке мишени 
основной механизм антимикробного действие 
АМП. Учитывая, что к каждому остатку N-ацетил-
мурамовой кислоты присоединен олигопептид, 
включающий несколько уникальных аминокислот, 
в т.ч. D-изомер аланина, пептидогликан может яв-
ляться субстратом для определения активности 
ряда дефензинов [2].
Цель. Изучить активность ферментов сыворот-
ки крови по способности разрушать пептидогли-
кан у пациентов с гнойно-воспалительными забо-
леваниями.
Материал и методы. Выделение пептидоглика-
на (ПГ) из клеточной стенки грамотрицательных 
бактерий проводили по методике, предложенной 
Львовом В.Л., Пинегиным Б.В., Хаитовым Р.М. в 
нашей  модификации. В качестве культуры ис-
пользовали E. coli ATCC 25922. Полученный ПГ 
связывали 2%-ым раствором Конго красного. Для 
постановки метода использовали пептидогликан, 
меченый 2%-ым Конго красным (ПМК), сыворотку 
больного и буферный раствор (0,2 М солянокислый 
трис-буфер) рН 7,4.Для исследования активности 
ферментов, разрушающих пептидогликан было 
взято 14 сывороток крови  пациентов с гнойно-
воспалительными заболеваниями, находившихся 
на лечении в отоларингологическом и офтальмоло-
гическом отделениях Витебской областной клини-
ческой больницы, и  32  сыворотки здоровых доно-
ров. Пациенты были распределены по группам сле-
дующим образом: с рецидивирующим кератитом 
– 4 пациента, с хроническим гнойным отитом – 4 
пациента, с ларингитом – 2, с вазомоторным рини-
том – 1, с полинозным риносинуситом – 1, с хро-
ническим паротитом- 1, с хроническим гнойным 
синуситом – 1 пациент. 
Сыворотку крови перед применением центри-
фугировали 1,5 тыс. об/мин в течение 10 мин для 
осаждения взвешенных частиц. В один ряд эппен-
дорфов вносили последовательно: 300 мкл раство-
ра ПМК и 100 мкл сыворотки крови. Во второй 
ряд эппендорфов - 300 мкл раствора ПМК и 100 
мкл сыворотки крови, которую предварительно 
нагревали в течение часа при температуре 56°С 
для инактивации комплемента. Контролем слу-
жили пробы, содержащие трис-НСl буфер рН 7,4 
в количестве 300 мкл и 100 мкл сыворотки крови. 
Далее проводили инкубацию проб в термостате 
при t=370C в течение 24 ч. После инкубации про-
бы извлекали из термостата и центрифугировали 
в течение 7 мин (10 тыс. об/мин; MICRO 120) для 
осаждения оставшегося неразрушенного ПМК. 
Из надосадка брали в дублях по 150 мкл раство-
ра и переносили в лунки 96-луночного полисти-
ролового планшета. Планшет помещали в много-
канальный спектрофотометр Ф300, где при длине 
волны 492 нм  определяли оптическую плотность 
в лунках. Промежуточный результат выражался в 
оптических единицах и рассчитывался как разни-
ца оптических плотностей опытных проб и соот-
ветствующих им контрольных. Для пересчета по-
лученного результата в пикокаталы была исполь-
зована формула, полученная после построения 
калибровочного графика по разведенному Конго 
красному, в котором была отражена зависимость 
активности фермента от оптической плотности 
раствора, исходя из того, что при расщеплении 1 
молекулы субстрата, в раствор переходит 1 моле-
кула конго-красного:
Y= [-0,001+0,026×Eоп] × 9,921
Где Y – искомый результат; 
Еоп – оптическая плотность пробы минус опти-
ческая плотность контроля.
Так как анализ распределения данных показал 
их непараметрическое распределение, статистиче-
скую  обработку проводили с помощью теста Кол-
могорова-Смирнова, отличия считались достовер-
ными при p<0,05.
Результаты и обсуждение. При оценке фермен-
тативной активности сыворотки крови доноров 
по способности разрушать пептидогликан было 
установлено, что ее средний уровень при рН 7,4 
равен 0,209±0,033 пкат. Средний уровень активно-
сти ферментов, разрушающих пептидогликан при 
рН 7.4 у лиц с гнойно-воспалительными заболева-
ниями оказался достоверно выше, чем у доноров 
(0,211±0,025 пкат).
Средний уровень ферментативной активности 
сывороток крови по способности разрушать пеп-
тидоглиан, при рН 7,4 после инактивации компле-
мента у доноров составил 0,211±0,025 пкат. У лиц 
с гнойно-воспалительными заболеваниями сред-
ний уровень активности ферментов, разрушающих 
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пептидогликан после инактивации комплемента 
составил 0,205±0,108 пкат.
Выводы.
1. Модифицирован способ получения пептидо-
гликана из клеточной стенки грамотрицательных 
бактерий.
2. Разработана методика, позволяющая опреде-
лить антимикробную активность сыворотки крови 
пациентов по ее способности разрушать пептидо-
гликан, что доказано, является одним из фактов 
неспецифической резистентности, позволяющей 
микроорганизмам бороться с инфекцией.
3. Установлен повышенный уровень ферментов, 
разрушающих пептидогликан у пациентов с гной-
но-воспалительными заболеваниями в сравнении 
с донорами, что не связано с активностью компле-
мента и возможно объясняется выбросом ряда де-
фензинов из гранул нейтрофилов.
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ОСОБЕННОСТИ ЛЕЧЕНИЯ ГНОЙНЫХ РАН ПРИ НАЛИЧИИ 
МИКРООРГАНИЗМОВ ОБРАЗУЮЩИХ БИОПЛЁНКИ
Петухов В.И., Окулич В.К., Булавкин В.П., Плотников Ф.В. 
УО «Витебский государственный медицинский университет»
Актуальность. Успехи, достигнутые медициной 
в XX веке в области изучения патогенеза гнойно-
воспалительных процессов, способствовали совер-
шенствованию методов профилактики, лечения и 
медицинской реабилитации больных c хирургиче-
ской инфекцией. Клинические особенности инфек-
ционного процесса во многом обусловлены биоло-
гическими свойствами микроорганизмов, а имен-
но – наличием у них патогенного и персистентного 
потенциалов. Биопленка – микробное сообщество, 
характеризующееся клетками, которые прикрепле-
ны к поверхности или друг к другу, заключены в 
матрикс синтезированных ими внеклеточных по-
лимерных веществ, и демонстрируют изменение 
фенотипа, выражающееся в изменении параметров 
роста и экспрессии специфичных генов [1]. 
Одним из самых новых методов, используемых 
в лечении как острых, так и хронических ран яв-
ляется местное использование вакуумных повязок 
– метод Vacuum–assisted closure (VAC® therapy).
Также применяется сочетание дренажно-про-
мывной системы и вакуум-системы – вакуум-про-
мывная терапия (Vacuum Instillation Th erapy), когда 
дополнительно к описанной VAC-системе подво-
дится приточный дренаж.
Вакуум-терапия улучшает течение всех стадий 
раневого процесса: уменьшает локальный отек, как 
результат – способствует усилению местного кро-
вообращения, снижает уровень микробной обсе-
мененности раны, вызывает деформацию раневого 
ложа и уменьшение раневой полости, приводя к 
ускорению заживления раны. Также вакуум-тера-
пия снижает выраженность раневой экссудации, 
способствуя поддержанию влажной раневой среды, 
необходимой для нормального заживления раны. 
Все эти эффекты способствуют увеличению ин-
тенсивности клеточной пролиферации, усиливают 
синтез в ране основного вещества соединительной 
ткани и протеинов. Ряд исследований показывает 
отсутствие в ране микробной биоплёнки уже через 
сутки использования вакуум-терапии ран [2].
Цель. Оценить эффективность разработанного 
комплексного лечения пациентов с гнойными ра-
нами с учётом способности возбудителей форми-
ровать биоплёнку.
Материал и методы. В ходе исследования 
было проведено комплексное обследование и ле-
чение 40 пациентов с гнойно-воспалительными 
процессами мягких тканей, проходивших курс 
стационарного лечения в Республиканском науч-
но-практическом центре «Инфекция в хирургии» 
(РЦИХ) на базе отделения гнойной хирургии УЗ 
«Витебская областная клиническая больница» в 
2012-2013 годах. При оценке эффективности лече-
ния учитывали общее состояние пациента, умень-
шение болей, нормализацию температуры тела. 
Со стороны раны учитывали исчезновение отека, 
гиперемии, ограничение и исчезновение уплотне-
ний, инфильтратов, ускорение сроков очищения 
ран от некротических тканей, появление грануля-
ций и начало эпителизации. Пластическое закры-
тие раневых дефектов выполняли расщеплённым 
кожным лоскутом.
В момент проведения хирургической обработки 
гнойного очага проводили забор раневого отделя-
емого для бактериологического исследования. Для 
определения способности микроорганизмов обра-
зовывать биоплёнку использовали раннее разрабо-
танный нами способ [3]. 
Полученные данные подвергались статистиче-
Таблица 1. Результаты лечения гнойных ран
Сроки 
очищения 
ран, сутки
Сроки 
появления 
грануляций, 
сутки
Сроки начала 
краевой 
эпителизации, 
сутки
Первая группа
(n=31)
6,5 (4; 14) 6,5 (4; 14) 9 (4; 16)
Вторая группа
(n=9)
4 (4; 5) 4 (4; 5) 5 (4; 6)
 p 0,019 0,04 0,009
